肿瘤微环境包括肿瘤细胞、基质细胞(内皮细胞、成纤维细胞、平滑肌细胞、周细胞、炎性细胞等)、细胞外基质及其分泌或释放的各种细胞因子，是肿瘤形成、生存和增殖之场所。肿瘤生长需要新生血管生成以持续供氧和营养，其分泌的基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinase, MMP)、血管内皮生长因子(vascular endothelial growth factor, VEGF)、碱性成纤维细胞生长因子(basic fibroblast growth factor, bFGF)等促血管生成因子可诱导微血管生成，而生成过程不仅与血管内皮细胞的增殖及细胞外基质降解有关，还依赖血管内皮细胞的迁移并形成管样结构^\[[@b1]\]^。肿瘤细胞培养上清液中含有大量其产生的因子、与人体中的微环境有相似性，故可通过研究肿瘤细胞上清液对内皮细胞生物学效应的影响推测体内微环境中内皮细胞的生物学行为。本实验观察了高转移人肺腺癌细胞Anip973细胞上清液对人脐静脉内皮细胞(human umbilical vein endothelial cell, HUVEC)生物学行为及细胞表面标记表达的影响。

1. 材料与方法 {#s1}
=============

1.1. 细胞来源 {#s1-1}
-------------

高转移肺腺癌细胞系Anip973购自上海赛默科技发展有限公司；HUVEC购自北京金紫晶生物医药技术有限公司。

1.2. 试剂及仪器 {#s1-2}
---------------

RPMI-1640培养液、胎牛血清(fetal bovine serum, FBS)、青霉素/链霉素双抗(美国GIBCO公司)；CCK-8试剂盒(日本同仁化学研究所)；Transwell chamber(美国Corning Costar公司)；anti-CD105-FITC、荧光素FITC标记的膜联蛋白Ⅴ(Annexin Ⅴ-FITC美国BioLegend公司)；Matrigel基质胶、anti-CD31-PE(美国BD公司)。CO~2~细胞培养箱(日本SANYO公司)；倒置荧光相差显微镜(日本Nikon公司)；Nanodrop3300紫外分光光度计(美国Thermo公司)；流式细胞仪(EPICs-XL)(美国Beckman Coulter公司)。

1.3. 方法 {#s1-3}
---------

### 1.3.1. 细胞培养 {#s1-3-1}

将Anip973、HUVEC常规培养于含10%胎牛血清的RPMI-1640培养液中，置于37 ℃含5%CO~2~培养箱中培养。取对数生长期的Anip973细胞，调整细胞浓度为2×10^5^个/mL于37 ℃含5%CO~2~培养箱中培养24 h，收集上清液，用含有10%胎牛血清的RPMI-1640培养液配置成含Anip973上清浓度为62.5 µL/mL、125 µL/mL、250 µL/mL、500 µL/mL的培养液备用。

### 1.3.2. CCK-8法检测Anip973上清液对HUVEC增殖的影响 {#s1-3-2}

取对数生长期细胞配制成细胞数量约为1×10^5^个/mL的细胞悬液置于37 ℃含5%CO~2~培养箱中培养，待细胞贴壁后吸出上清，实验组加入上述含不同浓度Anip973上清液的培养液，对照组则加入单纯培养液，置入37 ℃细胞培养箱中孵育24 h、48 h、72 h，孵育结束后取出加入CCK-8溶液、混合均匀，于37 ℃细胞培养箱中孵育1 h。置入分光光度计中测定各孔450 nm处的光密度(optical density, OD)值，计算每组OD平均值。

### 1.3.3. 管状结构形成实验 {#s1-3-3}

将Matrigel基质胶、无菌96孔平板、枪头等置于4 ℃冰箱内预冷，取Matrigel胶50 µL/孔涂布于96孔平板，冰上放置20 min使基质胶分布均匀，然后置于37 ℃孵箱中30 min使基质胶凝固；将对数生长期HUVEC消化成单细胞悬液，计数为5×10^5^个/mL、100µL/孔接种于Matrigel表面，对照组加入新鲜培养基，实验组则加入含不同浓度Anip973上清液的培养液，各孔终体积为200 µL。置于37 ℃含5%CO~2~培养箱中培养，分别于4 h、8 h、12 h后倒置相差显微镜下观察并摄片细胞间连接形成的中空管样结构，计数。

### 1.3.4. Transwell迁移实验 {#s1-3-4}

将Transwell小室放入培养板中，下室中加入600 µL含20%FBS的RPMI-1640作为趋化剂，在上室内加入100 µL HUVEC细胞悬液。培养箱中培养6 h，取出小室，用预冷的无水甲醇固定15 min，10%Giemsa染色15 min，在显微镜下随即选取5个视野计数迁移至滤膜下表面的细胞数。

### 1.3.5. 流式细胞术 {#s1-3-5}

按常规方法消化、离心、收集细胞于流式管中，实验管分别加入FITC标记的CD105、PE标记的CD31，对照管加入FITC及PE同型对照；Annexin Ⅴ为FITC标记，用同样方法标记，室温避光孵育30 min，清洗细胞1次，流式细胞仪检测各指标的表达率。

### 1.3.6. 统计学方法 {#s1-3-6}

采用SPSS 17.0统计学软件分析。正态分布的计量资料采用单因素方差分析，非正态分布的计量资料采用秩和检验。相关性分析：双变量正态分布资料选用*Pearson*相关检验，非双变量正态分布资料，选用*Spearman*相关检验，以*P*＜0.05为差异有统计学意义。

2. 结果 {#s2}
=======

2.1. Anip973细胞上清液对HUVEC增殖的影响 {#s2-1}
---------------------------------------

不同浓度的细胞上清液在作用24 h时对HUVEC增殖均有促进作用、以250 µL/mL时最明显(*P*=0.002)([图 1](#Figure1){ref-type="fig"})。而在作用48 h及72 h时HUVEC增殖率并未再继续增加，在500 µL/mL作用72 h甚至出现了抑制作用。因此，后续的Transwell迁移实验及流式细胞术选取Anip973培养上清液作用24 h的HUVEC进行。

![Anip973上清液对HUVEC增殖的影响(*x*±s)。^\*^：与对照组比较差异有统计学意义，*P*＜0.05。\
The effect of supernatant from cultured Anip973 cells on cell proliferation of HUVEC (*x*±s). ^\*^: Compared with the control, *P* \< 0.05.](zgfazz-18-11-668-1){#Figure1}

2.2. 管状结构形成实验观察管状结构形成 {#s2-2}
-------------------------------------

各组细胞在4 h即可形成中空的管状结构，12 h后逐渐减少、消失，因此取4 h、8 h、12 h作为观察点。上清液干预组中空样管状结构较对照组明显增多，在浓度125 µL/mL时最多([图 2](#Figure2){ref-type="fig"}，[图 3](#Figure3){ref-type="fig"})。

![Anip973上清液对HUVEC成管数目的影响(*x*±s)。^\*^：与对照组比较差异有统计学意义，*P*＜0.05。\
The effect of supernatant from cultured Anip973 cells on angiogenesis of HUVEC (*x*±s). ^\*^: Compared with the control, *P* \< 0.05.](zgfazz-18-11-668-2){#Figure2}

![应用HUVEC三维培养观察各组细胞中空样管状结构形成(×200)。A：对照；B：Ainp973上清62.5 µL/mL；C：Anip973上清125 µL/mL；D：Anip973上清250 µL/mL；E：Anip973上清500 µL/mL。\
HUVEC tube formation (×200). A: Control; B: Anip973 supernatant 62.5 µL/mL; C: Anip973 supernatant 125 µL/mL; D: Anip973 supernatant 250 µL/mL; E: Anip973 supernatant 500 µL/mL.](zgfazz-18-11-668-3){#Figure3}

2.3. Transwell实验检测细胞迁移能力 {#s2-3}
----------------------------------

与对照组相比，经Anip973细胞上清液干预后，各实验组迁移细胞数目均增多，在浓度为250 µL/mL、500 µL/mL时与对照组比较差异有统计学意义([图 4](#Figure4){ref-type="fig"}、[图 5](#Figure5){ref-type="fig"})。

![Transwell实验检测HUVEC迁移能力结果。^\*^：与对照组比较差异有统计学意义，*P*＜0.05。\
Ability of migration was assayed using Transwell. ^\*^: compared with the control, *P* \< 0.05.](zgfazz-18-11-668-4){#Figure4}

![Transwell实验观察HUVEC迁移能力(×400)。A：对照；B Ainp973上清62.5 µL/mL；C：Anip973上清125 µL/mL；D：Anip973上清250 µL/mL；E：Anip973上清500 µL/mL。\
Ability of migration was assayed using Transwell (×400). A: Control; B: Anip973 supernatant 62.5 µL/mL; C: Anip973 supernatant 125 µL/mL; D: Anip973 supernatant 250 µL/mL; E: Anip973 supernatant 500 µL/mL.](zgfazz-18-11-668-5){#Figure5}

2.4. 流式细胞术检测细胞表面标记 {#s2-4}
-------------------------------

HUVEC经Anip973细胞上清液作用24 h后CD105阳性表达率升高、在250 µL/mL时最高；CD31表达阳性率呈浓度依赖性升高；而Annexin Ⅴ下降、在浓度为250 µL/mL时最低([图 6](#Figure6){ref-type="fig"})。

![Anip973上清液对HUVEC细胞表面标记表达率的影响(%，*x*±s)。^\*^：与对照组比较差异有统计学意义，*P*＜0.05。\
Effects of supernatant from cultured Anip973 cells on HUVEC surface markers (%, *x*±s). ^\*^: compared with the control, *P* \< 0.05.](zgfazz-18-11-668-6){#Figure6}

2.5. 相关性分析 {#s2-5}
---------------

经相关性分析发现，细胞表面标记CD105表达阳性率与HUVEC增殖能力及迁移能力呈正相关关系(*P*=0.017)，而与成管能力无关；CD31表达与生物学行为无明显相关([表 1](#Table1){ref-type="table"})。

###### 

细胞表面标记与生物学行为的相关性分析

The correlation analysis between cell biological activities and surface maker

  Detection index           Proliferation   Migration   Angiogenesis
  ----------------- ------- --------------- ----------- --------------
  CD105             *r*     0.942           0.941       0.521
  *P*               0.017   0.017           0.368       
  CD31              *r*     0.619           0.614       0.036
  *P*               0.266   0.270           0.954       

3. 讨论 {#s3}
=======

肿瘤组织中新生血管提供持续的营养供应并排泄代谢产物，对实体瘤的生长十分重要^\[[@b2]\]^。血管内皮细胞的增殖是新生血管形成的重要环节。McMullen等^\[[@b3]\]^指出，VEGF可通过p38-MAPK途径促进内皮细胞的迁移。另有研究证实^\[[@b4],\ [@b5]\]^，在非小细胞肺癌肿瘤血管的生成过程中，VEGF促进内皮细胞增殖、Ang-2影响支持细胞的募集，二者具有协同作用，共同参与调节新生血管的生成。李白翎等^\[[@b6]\]^发现，血管紧张素(Ang)家族与血管内皮细胞的迁移有关，且当有VEGF存在时，Ang-2可以促进内皮细胞的增殖、迁移及血管形成。上述研究提示多种促血管生成因子可协同促进内皮细胞增殖、迁移。本实验利用不同浓度高转移肺腺癌细胞Anip973培养上清液培养HUVEC，观察其对HUVEC行为及表面活性标记的影响，旨在模拟体内环境、阐明肿瘤细胞增强血管内皮细胞活性及促进血管生成的过程。

我们发现Anip973培养上清液对HUVEC具有促分裂增殖作用，与文献^\[[@b7]\]^报道一致。郑苇杭等^\[[@b8]\]^认为肿瘤细胞上清液促进HUVEC增殖的机制是其中的细胞因子激活周期蛋白D激酶、导致Cyclin D和CDK高表达，诱导更多细胞进入S期、增加DNA合成。本实验结果还显示上清液培养的HUVEC凋亡率较对照组降低，与李白翎等^\[[@b6]\]^的实验结果相似。然而究竟是何种细胞因子促进细胞增殖、抑制凋亡，某一因子的最佳作用浓度为何，上清液中各因子浓度与患者血中的浓度是否一致等问题仍待进一步研究。

肿瘤血管生成的主要步骤还包括内皮细胞的迁移及管状血管结构的形成；没有迁移及形成管状结构的能力，增殖活跃的血管内皮细胞只能形成杂乱无章的细胞团、而非能提供氧气及营养的血管。内皮细胞通过伪足形成实现迁移^\[[@b9]\]^，本实验发现，经肿瘤细胞上清液作用后HUVEC迁移及形成管状结构能力增强，提示肿瘤细胞分泌的促血管生成因子可以通过增强内皮细胞的迁移成管能力来促进肿瘤新生血管的形成，但其是否能直接形成血管内皮细胞伪足仍待证实。

因为在活体中检测血管内皮细胞生物学行为相对困难，我们试图寻找与肿瘤血管内皮细胞生物学行为相关的标志，以动态监测血管生成。本实验中选取介导内皮细胞增殖、分裂的指标CD105^\[[@b10]\]^、与内皮细胞之间粘着相关的CD31^\[[@b10]\]^以及凋亡标记Annexin Ⅴ^\[[@b11]\]^。结果显示肿瘤细胞上清液促进CD31、CD105表达、降低Annexin Ⅴ表达，与权琳等^\[[@b12]\]^的非小细胞肺癌患者外周血中循环血管内皮细胞(CD45^-^CD146^+^CD105^+^CD31^+^)含量高于正常对照组的临床研究结论相似。相关性分析发现，细胞表面标记CD105表达率与HUVEC增殖、迁移能力呈正相关；Fonsatti等^\[[@b13]\]^报道CD105可调节信号受体Ⅰ与信号受体Ⅱ与肿瘤转化生长因子-β(transforming growth factor-β, TGF-β)相互反应、使TGF-β能失活而对抗TGF-β对组织生长及肿瘤血管内皮细胞增殖的抑制作用，从而促进了组织的生长与血管内皮细胞的增殖；同时亦能直接参与细胞周期，促进肿瘤血管内皮细胞的增殖并抑制凋亡^\[[@b14]\]^。而CD105与细胞迁移能力的关系却未见报道、有待继续探索。但CD31表达与HUVEC的增殖、迁移及成管能力等生物学行为并无相关性，与Matsumura等^\[[@b15]\]^的报道并不相符，可能系因HUVEC粘附、成管能力受多种细胞因子共同作用的影响，单独检测一种并不能代表整个生物学行为的改变；亦可能缘于导致其生物学行为的改变与CD31表达阳性率改变的最适浓度不同所致。我们将增加Anip973细胞上清液浓度梯度，同时检测钙粘蛋白等粘附相关指标，试图寻找出与内皮细胞粘附成管能力相关的、易于检测的生物学指标。

综上所述，本实验结果提示肿瘤细胞上清液可促进血管内皮细胞分裂增殖、迁移成管，并引起细胞表面标记出现相应变化，提示有望通过细胞表面标记推测细胞生物学行为的变化。
